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Hemoglobinopatias

doengcas monogénicas hereditarias de transmissao P ‘
AS AS

autossomica recessiva resultantes de mutacoes que afetam os

genes responsaveis pela sintese das cadeias de globina da ‘ Pﬂ

hemoglobina, ou as suas regioes regulatoérias.

Podem ser classificadas em dois grupos principais:

v’ Talassemias

Resultam da diminuicao ou auséncia de sintese de uma ou mais
cadeias de globina. Ex B- talassemia, a- talassémia

v Variantes estruturais
Hemoglobinas de estrutura anémala- 95% devidas a substituicao de
um aminoacido, Ex Hb S, Hb C, Hb D, Hb E, Hb Lepore



Hemoglobinas humanas nos diferentes periodos do desenvolvimento
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Hemoglobinas humanas na vida adulta
Hemoglobina cadeias percentagem
Hb A 55 96 a 98 % da Hb total
Hb A, 0505 2 a 3,0 % da Hb total

Hb F 0Y> < 1 % da Hb total
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A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a prevencao:

U Detecao e identificagao de portadores de hemoglobinopatias

U Aconselhamento genético de casais em risco

U Oferta de diagnéstico pré-natal

U Estabelecimento de centros de referéncia de acordo com as recomendacodes

U Investigagao em hemoglobinopatias

U Realizagao de registos

U Formacao do pessoal de saude e do publico em geral



A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a prevencao:

U Detecao e identificagao de portadores de hemoglobinopatias

rastreios e confirmagcoes em colaboracao com laboratérios de saude
publica, e outras entidades de saude, publicas e privadas

U Formacao do pessoal de saude e do publico em geral

estagios, atividades letivas, seminarios, elaboracao de folhetos de
divulgacao, colaboragcao com o PNAEQ



U Detecao e identificagao de portadores de hemoglobinopatias

Metodologias utilizadas na caracterizacao analitica do fenétipo:

v Hemograma- eritrograma com indices eritrocitarios
Hb, GV, HGM,VGM e RDW

Cut —off portadores talassémia: HGM<27 pg e VGM <80 fL

v'Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

v'Técnicas cromatograficas

HPLC de troca iénica da hemoglobina

HPLC de fase reversa das cadeias de globina

v Estudos funcionais da Hb

Teste de solubilidade da HbS
Teste de estabilidade - Teste do isopropanol

Pesquisa de corpos de inclusao de Hb H



v'Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

técnica de electroforese em gel de poliacrilamida, que permite a separacao de
proteinas de acordo com o seu ponto isoeléctrico.
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v'Técnicas cromatograficas

HPLC de troca iénica da hemoglobina

Separa as hemoglobinas com base na sua carga global

Fragdées normais :

v Quantificagao relativa dos niveis de Hb A, — Port (8 tal

v Quantificacao relativa dos niveis de Hb F— Port 6f3 tal e HPFH

Fracoes anémalas:

Hb A,

L~

(%)

v Quantificacao e ldentificacao presuntiva de variantes
de Hb intervalos de tempos de reten¢ao previamente

estabelecidos: Hb S, Hb D, Hb C, Hb E.

“““

Hb S
(%)
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v'Técnicas cromatograficas

HPLC de fase reversa das cadeias de globina

' A separacao das cadeias de globina é baseada essencialmente na sua

{‘ diferenca de hidrofobicidade.

Identificagao presuntiva e quantificacao de variantes estruturais da hemoglobina- variantes neutras
Identificagao das cadeias ¢y e Ay da Hb F — HPFH, B talassémia, drepanocitose.

Variantes de hemoglobina neutras

M iy « : * | Hb Loves Park:
Sex/age 2 years | ¢ 5 - a .
OId (7)) Tg S b o . ~ 3 ~ 68
[ =
RBC (x10'2/L) 3.70 § s ; u stltmgao na posi¢ao
X ; : .
b (/D) " . dacadeia beta:
Hct (L/L) 0.277 L = |
| | s o. T H o. T m
MCV (fL) 74.9 i “c—Cc—N’ “c—C—N
MCH (pg) 249 | ¢ ' heme | AN T H HO /7 o \H
MCHC (g/dL) 33.3 S : | |
RDW (%) 14.1 | e b
_ : Leucina
| Fenilalanina
Reversed phase HPLC of globin chains, revealing the presence of pLoves Park chains

(48.4%) and promal chains (49.3%).




v'Estudos funcionais da Hb
Teste de solubilidade da HbS

Teste qualitativo que se baseia no facto da Hb S na sua forma
desoxigenada (reduzida) polimerizar quando em solucao de fosfatos de

alta molaridade contendo um agente redutor ( ditionito de sédio).

Hethat!

Positivo
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Antenatal screening: combinations that give rise to the risk of a

foetus affected by a severe haemoglobinopathy
(adapted from the work of Prof. B. Modell and published by the UK National Screening Committee)
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Serious risk:

Less serious risk:

No risk

to offer counselling and antenatal diagnosis

to offer counsellingand further investigation maybe required
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Fluxograma do diagndstico laboratorial

_ Eritrograma com Focagem isoeléctrica
indices eritrocitarios
Banda FIE e
VGM < 80 fl anda
Banda FIE
HGM < 27 pg zona HbS anda
(Fe/CTFFe) x 100>16% 1 l

HPLC troca idnica

Quantificacdo da Hb A2 Teste solubilidade-HbS

HPLC troca idnica HPLC troc:\ idnica l

+
Quantificacdo da Hb F 1 \

HPLC troca idnica
. Estudo cadeias e
/ 1 \ TS = positivo TS = negativo | + globina RP-HPLC
. 1
Hb Az ¢ Hb AzN ou | Hb Az | TRR de acordo 1
HbF Nou } HbF N HbF ¢ com Hbs Identificacdo cadeia a
presuntiva HbD oup
e e Identificagdo
:;;t;::ig Suspeita portador o Suspeita df Identlﬁc.agao Identlﬁc.agao presuntiva, HbC| Biologia
talassémia talassémia presuntiva HbS presuntiva Hb HbE molecular DGl

Lepore

(estudos familiares e Se HGM<25pg ( estudos familiares e

estudo do conjuge ) s " cad . estudo do conjuge ) (estudos familiares e estudo do
uspeita portador o cénjuge )
talassémia



Portador de beta-talassemia

Sexo: M

Idade: adulto ) .

Origem: caucasiana Focagem Isoeléctrica
Hemograma 1

Hb=12,6 g/dL
G.V.=6,21x1012/L

s
Hct=0,386 F - —— ————
VGM=62,2 fL A
HGM=20,3 pg Soloragan - OV mierooiices

CHGM=32,6 g/dL hipocrémicos
RDW=16,4%

HbAlc =S T G HbF A %
HbA1 5.3 % HbA2 S 1 %
Sec Area %

B 8 691 1.0

P2 13 447 0.6

PS_E 21 1100 1.5

P4 L-Alc 35 765 =il

P5 s—Alc 64 2538 S

P68 A0 171 5] 86.8

P7 A2 202 4259 ST

Total 743
Column No.06
GAIN1 "0.22" GAIN2 "0.21"
y : : " %Hb A,=5,1 il ] ‘ .
= ; i I l Time (min.)
=) F 5 3 2 =
= . s-Alc L F z

T g ooy HPLC - Variant Il
0 60 120 180 240
(sec)

HPLC - HA 8160




Portador de Hb S (heterozigotia)

Sexo: F
Idade:33 anos Focagem Isoeléctrica
Origem: - o
©
50
Hemograma S o
O<
Hb=12,4 g/dL C —— —
G.V.=4,52x102/L S - -
F - = C— o
Hct=0,379 A ‘

VGM=83,9 fL
HGM=27,5 pg
CHGM=32,7g/dL
RDW=13,7%

HPLC troca idnica Teste de solubilidade:

Positivo

6
2381 4.4
64 49335 52.0

5479 5.8
35587 37.5
94805

Time (min.)

HPLC - Variant Il

0 60

HPLC - HA 8160

. PR
120 180 240
(se!



Sexo- F
Idade-adulto
Origem Geog.-Beja

Hemograma

Hb=13,2g/dL
G.V.=4,07x1012/L
Hct=0,399
VGM=98,1 fL
HGM=32,5pg
CHGM=33,1 g/dL
RDW=12,3%

Portador de Hb D (heterozigotia)

| —

HPLC - troca ionica

y -
Focagem Isoeléctrica N
HbA1 S % HEAR L o %
Sec rea %

P1 74 337 0.9
P2 13 395 -2
P83 F 21 64 B-1
P4 L-A1 39 494 1.4 A
PS5 -A1 65 1403 3.9 |
PE  AD 168 33225 56.7 |
P7 A2 202 11518 19.6 | |
P8 S/C Window 230 11182 . 191 I
Total 58618 "\ “
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Teste de solubilidade:

Negativo.

Absorbance

0.3000
]

0.1000 0.2000

|

0.0000
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HPLC de Fase Reversa das cadeias de globina

$

o Area o = 370,025

Area n3o o = 378,854

ﬁD-Punjab

Y e

Variante Hb cadeia

.61

TRR= tr %/ tr B

Hb D-Punjab = 40,9%




Casuistica e atividade laboratorial: hemoglobinopatias
2010 - 2013

Percentagem amostras / ARSs
Entidades requisitantes: 2013

 Clinicos: ARSs, Hospitais, particulares

» Laboratérios Saude publica (ARSs)

» Laboratoérios privados

ARS Algarve

ARS Centro

ARS Norte

ARS Lisboa e Vale do Tejo
ARS Alentejo



Casuistica e atividade laboratorial : hemoglobinopatias 2010-2013

Caracterizagao das amostras positivas:

Feminino e Masculino 2010a 2013

%
80
| e 63 64 65
60
37 36 35
40 - 34
20
O - T T T 1
2010 2011 2012 2013
Feminino ¥ Masculino
Caracterizagao das amostras positivas:
30 Idade média 2010 a 2013
Idade média
(anos) 40 - 34
’ 30 33
30 -
20 -
10 -

2010 2011 2012 2013

» Os portadores sao detetados
com maior frequéncia no sexo
feminino:

mulheres gravidas ou em
idade fértil

» A idade média de
diagnostico coincide em
geral com a idade fértil



Casuistica e atividade laboratorial : hemoglobinopatias 2010-2013

Ne
amostras

¥ Port b tal

% 15 -

10 -

¥ Port b tal

Casuistica de hemoglobinopatias de 2010 a 2013: N2 amostras positivas

62 5o

27
10

74

52

32
19

150 1
123
06 115
98
100
43
50 -
21 26
10
0 .
2010 2011
“PortHb S

2012

¥ Port de outras variantes Hb com risco associado

2013

Port de outras variantes Hb

Casuistica de hemoglobinopatias de 2010 a 2013: % de amostras positivas

13,0
10,1
7,6 8,3 94 9,1
6,5 7,0
5,6
26 4,4
o 1,3 1,9 16 33
0,7 ’
T
1
2010 2011 2012 2013
“PortHb S H Port de outras variantes Hb com risco associado Port de outras variantes Hb

s Portadores B-tal e HbS
sao os mais frequentes

+ Percentagem significante
de outras variantes de
hemoglobina

. Entre 2010 e 2013 foram identificados/caracterizados dez casais em risco



A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a prevencao:

U Detecao e identificagao de portadores de hemoglobinopatias

rastreios e confirmagcoes em colaboracao com laboratérios de saude
publica, e outras entidades de saude, publicas e privadas

U Formacao do pessoal de saude e do publico em geral

estagios, atividades letivas, seminarios, elaboracao de folhetos de
divulgacio, colaboracao com o PNAEQ



Grupo de trabalho

Hematologia

125 1 Formacao e ensino: colaboracao com o PNAEQ

-Ana Paula Faria
-Ana Cardoso
- Cristina Brito

-Helena Correia

\

-Armandina Miranda (INSA — Departamento de Promogio da Saude)

- Teresa Seixas (INSA — Departamento de Promogio da Saude)

- Ana Reis(Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental, Servigo de Patologia Clinica)

- Ana Miranda (Centro Hospitalar de Lisboa Norte, Servigo de Patologia Clinica )
- Rui Barreira (Instituto de Oncologia de Lisboa , Servico de Patologia Clinica)

-Sara Ismail (Centro Hospitalar de Lisboa Norte, Servigo de Patologia Clinica)

21



Hemoglobinopatias 2011-2013
Média do N° de participantes: 21

| Dados laboratoriais e clinicos enviados: idade, sexo, etnia /origem geografica
hemogramaleritrograma

i v Quantitativos - avaliagdo de equipamentos/metodologias: Hb A, ,
Hb F, Hb S, Hb Lepore

Comparagao com laboratoérios peritos
CV%, % de corretos (ID)

v'Qualitativos
Identificacao da fracao
Comparacao com laboratérios peritos e identificacao de corretos

v'Casos de estudo

Critérios de selegao: interesse clinico e disponibilidade de amostras
Analise das respostas e comentarios dos laboratério peritos:
Qualificacao na interpretacao de resultados
Avaliacao de conhecimentos e competéncias




v' Quantitativos : avaliagdo de equipamentos/metodologias: Hb A,

CV%

CV % Hb A,, niveis normais e elevados-2011-2013

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

1

2

M Todos

9,6

14,2

10,5

16,1

11,4

M HPLC

6,5

6,3
(57

12,0

11,6

14,5

10,2

Ensaio

Todos - Patolégico
HPLC - Patolégico
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v Quantitativos : avaliagao de equipamentos/metodologias: Hb A,

-

Exatidao % Hb A,, niveis normais e elevados-2011-2013

! Hb A, Normal
; Todos os métodos HLPC-todos
0, %
N| Alvo | Minimo | Maximo | mediaz2s | CV% iﬁsart?:;l ’:::jigz N Qltﬁos Avo | Minimo | Maximo | mediaz2s | CV% insatis;at()rios
i 2011-amostra liof | 22| 2,7 1,7 32 [22-32| 96 0,0 15 27 | 24 29 (23-30| 6,5 0,0
2012-amostraliof |24 | 3,2 2,5 40 [23-41| 142 22,7 16 |30 32 2,6 39 [25-40] 12,0 14,3
2013-
2013 sangue 21| 26 2,1 45 |20-31| 105 4,8 15 [ 26| 26 | 2,1 45 |20-32| 11,6 6,7
2013-amostra liof | 21| 3,1 2,3 4,0 21-41| 16,1 28,6 15 29| 3.2 2,3 39 [23-41| 145 33,3
Hb A, Elevada
Todos os métodos HLPC-todos
- - Média o, | % resultados Alvo - .. | Média | A, %
N | Alvo | Minimo | Maximo £98 CV% insatisfatérios N peritos Alvo | Minimo [Maximo £98 CV% insatisfatérios
2011-amostra liof 28| 47 3,9 5,2 41-53 | 63 0,0 17 47 3,9 52 |42-52| 57 0,0
23 | 4,7 3,8 6,0 37-58| 11,4 0,0 17 4,8 48 39 57 38-57| 10,2 0,0
2013- sangue EDTA

* Hb A, nivel

normal % resultados insatisfatérios (HPLC): 6,7-33,3 %

* Amostras normais-3 ensaios, respostas >3, 5 % (limiar para o diagndstico B tal)

% resultados insatisfatorios (todos os métodos): 4,8- 28,6%




Doseamento da Hb A,

v’ Precisdo (AEQ)
HPLC-todos— CV: 5,7 a 14,5%
HPLC (do mesmo fabricante)- CV: 6,0 a 8,0 % (bibliografia)

v'Percentagem de resultados insatisfatérios

Nao se verificou uma diferenciagdo das amostras normais e patoldgicas
por todos os laboratodrios participantes

Todos os métodos : 4,8-28,6 % HPLC: 6,7-33,3 %

Melhoria na qualidade dos doseamentos da Hb A,

Calibracao dos equipamentos, afericao com materiais certificados , avaliagao do
controlo de qualidade interno, participacao em programas de AEQ

Envio de amostras para avaliagao técnica dos equipamentos- PNAEQ

Bibliografia — Paleari et al. External quality assessment of Hb A,measurement: data from na italian pilot study with
fresh whole blood samples and commercial HPLC systems. Clin Chem Lab Med 2007;45:88-92
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